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Changes of Lysosomal Enzyme Activity in Injured Brain 
and Tumors -Particularly the Correlation between 
Free and Total Activities of Lysosomal Enzymes-
YosHIKATsu SEIKI 
Second Department of Surgery, School of Medicine, Toho University 
(Directer : Prof. Dr. SABURO AwATsu) 
The activity of Lysosomal enzymes, particularly ofβ－glucuronidase and acid phosphatase, 
was examined biochemically and histochemically in human brain tumors as well as in 
experimentally produced injury and tumors of the rat brain. Biochemical study is composed 
of measurements of total, free and binding activities of each enzyme. Further the effects of 
steroids and dibutyryl 3’5’－adenosine monophosphate (DBc-AMP) on the activity of these 
enzymes were also investigated. The results were as follows : 
1. The cerebral cortex of normal rats has an even ratio between free and binding 
activites of both β－glucuronidase and acid phosphatase. 
2. Injured brain tissue of rats: The high巴sttotal activity of β－glucuronidase is obtained 
on the 5th injured day. The total activity of acid phosphatase is almost the same as that 
of β－glucuronidase. The increase of free activity of both enzymes, on the other hand, is 
more rapid than that of the total or binding activity. The start of the elevation of free 
activity is also earlier than others. Further, the elevation of free activity is transient and the 
highest level is obtained on the 3rd injured day and the activity rapidly goes back to the 
normal level after the 5th day. 
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3. Brain tumor of rats: Total activity of both β－glucuronidase and acid phosphatase is 
highest in this group, and free activity accounts for 80 percents of total activity. 
4. Human brain tumors: The sequence of total activity of both enzymes shows almost 
the same as the rat brain tumors do. The free activity of them accounts for 70 to 80 
percents of total activity. 
5. An administration of steroids inhibits total activity of both β－glucuronidase and acid 
phosphatase by 19 percents and 25 percents respectively in the injured group on the 5th 
day. The free activity of β－glucuronidase is inhibited by 43 percents while that of acid 
phosphatase is not inhibited. 
6. DBc AMP, likewise, inhibits total activity of βglucuronidase and acid phosphatase 
by 37 percents and 49 percents respectively as compared with the injured rats without 
treatment of DBc-AMP on the 5th injured day. As is the case of steroid administration, 
there is inhibition of free activity of β－glucuronidase by 33 percents on the 5th day, but 
no inhibition of free activity of acid phosphatase is entertained. 
7. Enzyme histochemical study of the injured brain demonstrates an increase of β－ 
glucuronidase activity in a diffuse fashion in the injured area with deposit of coarse 
granules. In rat brain tumor β－glucuronidase activity is also increased diffusely, although 
the coarse granules as seen in the injured rats are not recognized except for the periphery 
of the tumor tissue. Human brain tumors show quite similar changes as the experimentally 
produced tumors. 
The author presumes that the brain will become abnormal, when the balance between 
free and binding activities is disturbed and that the inhibition of enzyme activity by so-








































































0. 05% Triton X 100溶液にて homogenize，完全に
活性化させ酵素標品とした. free activityの測定に
は， 0.32M Sucrose溶液（PH7. 2 7. 4）を用いて
homogenizeしたものを酵素限品とした．
i ) B-Glucuronidase 測定法
total activityおよび freeactivity測定用lζ調製さ
れた酵素標品を Fishman13＇及び加藤 18）の変法lζ従っ
て測定した．即ち， sample0. lml IC 0. 2M酢酸ー酢
酸ナトリウム緩衝液（PH4. 5) 0. 35ml並びに基質と
して p-nitrophenyl-glucuronide0. 05ml を混じ， 37°C
温水lζて24時間加温後， アルカリ試薬として 0.4M








法IC従い測定した． 即ち，クエン酸緩衝液 1.Oml lζ
基質として，フェニルリン酸 2ーナトリウム 4－アミノ
アンチピリン 1.0mlを加え， 37°C温水lζて3分間



















て NaphtholAS-BI (7-bromo-3 hydroxy 2 naphtho-





Na OH にて PH5.2 Iζ調整する．さらに，精製水を
加え染色液の総量を 20mlとし， No.1のP紙lζてF
過後，適量をコ γプリングジャーに分注， ζれlζ切片















































Table 1. Lysosmal enzyme activities in normal rat brain 
Conditions c:!1~~~~~~~~t~%r) Acid-phosphatase (μg/mg-protein/hr) 
Total activity (6) 2.06土0.32 65.1土5.50
Free activity (6) 1.27土0.18 33.2土3.25
Binding activity (6) 0.93土0.25 31.4土4.50
Table 2. Changes of lysosomal enzyme activity in injured rat brain 
βー 斜面函面i面白 7一一一~百平面面五atase
(μg/mg-protein/hr) ' (μg/mg-protein/hr) 
竺竺…＿J竺中竺空~1. ~－ ~~i~~T_o円 ~~it~ ＿ I F~一一ity
3 days (9) I 6ル30土o.36 I 4.34土o.64 1 9o.o土13.5 I 5i.2土4.19
5 days (9) I 9.52土0.84
7 days (9) 
14 days (9) 
30 days (9) 

















Table 3. (a) Lysosomal enzyme activity in experimental brain tumor 
Conditions 
Total activity I 
(μg/mg-protein/hr) (6) I 













(b) Lysosomal enzyme activity in human brain tumor 
Acid-phosphatase β－glucuronidase 
Total activity I 








































































影響も受けず， 1 : 1の対応は崩れなかった（Table-
4a〕．
i）外傷脳組織：急性期における steroidhormone 
の効果をみると totalactivityは B-Gで steroid非
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Table 4. (a) Effect of st疋roidhormone on !ysosomal enzyme activity 



































































(b) Effect of steroid hormone on !ysosomal enzyme activity in injured rat brain 
｜ 何 lucuro山 se ! Aci竺空phat蹴
(μg/mg-protein/hr) !i (μg／ロ巴in/hr)
j Total activity ] Free activity ]I Total act凶 y j Free activity 
6.30土仏お I 4.34土o.64 [: 9o.o ± 13.5 I 51.2土4.19
4.50土o.61 I 2.83土0.93 1 54.2土6.51 ' 51.9土5.13
9.52土o.84 I 4.61土0.42 ]! 128.1士20.5 I 51.1土4.08
7.76土0.47 ! 2.84土0.23 :1 9日士山 1 62.4土6お
5.21土O必！ 出土0.19 I 11i. 1土17.s I 17.4土L
3.80土o.37 I 2.94土0却 I 74.5土s.19 I 2i.o土1店9 5 
2.81土0必 I 2.14土0却 1 66.5土5.98 I 26.2 ± 3.但
m 土0却 ｜ 1回土O錦 I 1u土6貯 I 35.6±3.邸
Conditions 
I non treated (9) 
3 days I I Steroid (6) 
I non treated (9) 
5 days I I Steroid (6) 
I non treated (9) 
7 days I I Steroid (6) i 
! non treated (9) I 
30 days I I i Steroid (6) I 
Values represent as mean±S.D. ( ) : Cases 
Table 5. (a) Effect of DBc-AMP on lysosomal enzyme activity in 
normal rat brain 
Conditions Acid-phosphatase (μg/mg-protein/hr) 
Total activity (6) 
Free activity (6) 









(b) Effect of DBc-AMP on lysosomal enzyme activity in injured rat brain 
I /3-glucuronidase I 凪両雨戸atase
(μg/mg-pro匂in/hr) ,I (μg/mg-protein/hr) 
Conditions [ To凶似ivityI Free舵 tivity I To凶叫vi川Freeactivity 
non treated (9) 1 日0±0品！ 4.34土0.64 i 90.0土13.5 ! 51.2±4.19 
3 days DBc AMP何i I 3.43±0.58 ' 2.87 ±0.23 1 53.2土6.80 I 5肌 4.20
non treated (9) 9.52土0.84 : 4.61土0.42 1 128.1土20.5 I 51.1土4.08
5 days r 1 'I ! 
DBc-AMP (6) 5.98土0.76 3.07土0.46 ! 65.2土7.82 . 56.4土5.02
5.21土O必 l 2.16土0.19 i! 111. 7土17.8 ! 
4お土0.36 i 3.10±0.16 i 61.山 91 ! 
2.81 ±0.42 1 2.14±0.30 I 66.5土5.98 I 
3.12±0.54 I 2.22土0.20 Ii 71.2 = 7 .04 
non treated (9) 
7 days 
1 DBc-AMP (6) : 
i non treated (9) 
30 days I 
I DBc AMP (6) 





) : Cases 
168 日夕十宝第49巻第2号（昭和55年3月）
男6, 7 日目で45~百の著明な抑制を受けていた（Table-
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de Duveらは boundactivity (latent activity), free 
activity9＞として表し， Dingle らは unsedimentable










































































酵素 lζ対しては，代表的な stabilizerである steroid
hormone IC対する freeactivityと bindingactivity 
の反応性は全く異なり，障害初期IC急増する free
































































織での lysosome酵素の活性型が，大部分 freeactivity 
が占める事とは，全く異なる現象である．乙れは，ラ
イソゾーム酵素が細胞分裂増殖に密接に関連して活動
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Fig. 2 
しているζとを裏づけたものであり，同時に又，腫蕩 は A-Pでは一層著明で freeactivityは受傷直後か
細胞と正常細胞の分裂，増殖時におけるライソゾー ら全く抑制されず，早期より一過性の増加を示し， 3
ム酵素の存在型が異なるζとを証明したものである． 日目で，すでに peakk達している点， ζれに反して
損傷脳と腫蕩細胞で得られた細胞分裂現象に際し， binding activityは BG以上lζ，早期より完全に抑
lysosome酵素変動の相違の mechanismを解明する 制されている（Fig.2a）.ζの結果から，外傷脳急性
ζとζそが，正常細胞と腫蕩細胞の細胞分裂機構の相 期lζsteroidhormone によって stabilizeされる部分
違の解明に関連するものと期待される． は bindingactivity にほかならないと考える．
3. Steroid hormoneとlysosomalenzyme 4. DBc-AMPとlysosomalenzyme 
Steroid hormoneがライソゾーム酵素を stabilize 1958年lζ発見された DBc-AMP32>33＞が hormone
する事を Weissmann36>37l,Briggs6＞らが報告してい response theoryから腫蕩細胞の分裂，増殖を抑制し，
る3llー 著者の実験でも，外傷脳急性期で， 13-Gは20～ 未分化細胞を，より分化させるとして抗腫湯剤への応
30%, A-Pは30～40%の totalactivityの抑制効果を 用が試みられている14)15）著者は脳腫蕩組織のみなら
認め，諸家の結果と一致した（Table-4b). しかし， ず，外傷脳組織に対する影響についても検討を行なっ
free activity lζ対する抑制効果は 13Gで認められた た．外傷脳急性期における DBc-AMPの lysosome
ものの， A-Pでは，全く認められなかった． ζれは 酵素lζ対しての効果は， totalactivityとして 13-Gで
lysosome酵素の種類の差IC原因するのか，あるいは， 35～45%, A-Pで40～50%の抑制効果を示した
閉じ生体内での酵素の機能的特異性に原因するのか， (Table 5b). ζの事実は DBc-AMPが Steroid
又，同一酵素の有する存在形式の特有の反応機能の相 hormoneと同等か，又は，それ以上の抑制力を持つ
違によるのか，未だ，はっきりした解明は得られてい ている事を意味しており， lysosome酵素の Stabilizer
ない．しかし， ζれを薬剤未処置群の結果と同様IC, と云ってよい． Steroidと比較する為，正常脳lζ対
正常脳lζ対する増加率で表わして見ると，両酵素と する増加率で検討すると， freeactivity においては
ふ非常IC共通した動きを示した．即ち， 13-Gのfree steroid hormoneと同様IC13-Gで若干の増加率の低
activityは未処置群群と同様に，受傷直後より若干の 下が認められたが，それにも増して bindingactivity 
抑制は受けているものの，上昇開始は，最も早く， 3 への抑制効果が強い傾向を示した との傾向は Ap 
日目で peaklζ達し，その後，上昇は示さなかった． では一層著明で freeactivityは全く抑制されず，未
ζれに対し bindingactivityは受傷早期より，著明lζ 処置群と同様に，早期に一過性の増加を示している
抑制され，その上昇速度は極端に鈍り， 3日目頃より が， bindingactivityは steroidhormone処置群lζ
上昇傾向を示す. peak 時の 5日目では303;>', 7日目 もまして， 5日目まで完全に抑制される結果を示し









































































とbindingactivity は， 13-glucuronidase,acid phos・ 
phataseの両酵素とも，ほぽ， 1: 1の対応を示した．













daseで，最高117.6，平均75.6, acid phosphatase 
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で，最高243.0，平均205.5と異常な高値を示した．一





















に， steroidhormoneが lysosome酵素の stabilizer

























本論文の要旨は Fifthinternational meeting of the 
IS.N (1975年， Spain)6th. Int. Congress of Neurological 
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